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La respuesta de lucha o huida, particularmente a nivel cardiaco,  induce un aumento en la 
contractibilidad y frecuencia cardiaca producto de la activación de los receptores β-adrenérgicos y 
del aumento en la actividad de PKA.  
 En el musculo cardiaco, la entrada de calcio (Ca2+) al citoplasma es fundamental para el 
proceso de contracción, el cual se inicia mediante el influjo de este ion a través de los canales de 
calcio de tipo L (LTCC) ), los cuales están compuestos por una subunidad formadora de poro 
conocida como CaV1.2 (que permite la entrada de Ca
2+ al citoplasma) y dos subunidades auxiliares 
denominadas CaVα2δ1 y CaVβ2, cuya función está relacionada con el transporte y la permanencia del 
canal en la membrana. A su vez, la subunidad CaVβ2 posee 5 variantes que difieren en el sitio de 
inicio de la transcripción (conocidas como variantes CaVβ2–TSS), las cuales sólo difieren en la 
composición y en la longitud del dominio N-terminal. Estas variantes CaVβ2–TSS, al ser sobre-
expresadas en cardiomiocitos de ratas neonatas, incrementan las corrientes de tipo L endógenas de la 
célula en diferente medida, dependiendo de la subunidad sobre-expresada, además de modificar la 
cinética de activación/inactivación de los LTCC, otorgando una probabilidad de apertura (Po) 
diferencial a estos canales.  
 Por otro lado, la activación del sistema nervioso simpático genera la liberación de diversas 
catecolaminas, las cuales activan a los receptores β-adrenérgicos, los que forman parte de la familia 
de receptores acoplados a proteína G (GPCR’s). La activación de estos receptores eleva los niveles 
de cAMP, lo que produce la estimulación de la proteína quinasa A (PKA), la cual fosforila a diversas 
proteínas, entre ellas, residuos clave en el dominio C-terminal del canal Cav1.2.  
 El canal Cav1.2 sufre una serie de modificaciones post-traduccionales, entre las cuales 
destaca el procesamiento proteolítico del dominio C- terminal, el cual es luego reasociado al extremo 
distal del canal, formando un complejo de señalización auto-inhibitorio que es necesario para la 
correcta regulación de los LTCC. Cabe destacar que para que el canal Cav1.2 sea capaz de responder 
al estímulo β-adrenérgico es necesario que el extremo C-terminal del canal esté procesado 
proteolíticamente. La hipótesis más aceptada es que durante la respuesta de lucha o huida, una vez 
activados los receptores β-adrenérgicos, las fosforilaciones mediadas por PKA en el extremo C-
terminal generarían una desestabilización del complejo auto-inhibitorio, desplazándolo y de este 
modo, generando un incremento de las corrientes de Ca2+ tipo L, como parte de la respuesta de lucha 
o huida, aumentando fundamentalmente la Po. 
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Como fue mencionado anteriormente, las diferentes variantes CaVβ2–TSS afectan 
diferencialmente la cinética de activación e inactivación del canal y también la Po. Por lo tanto, el 
objetivo principal de este estudio fue determinar cómo las diferentes variantes CaVβ2–TSS son 
capaces de modular los LTCC durante la respuesta β-adrenérgica. Nuestra hipótesis propone que la 
regulación de los LTCC, durante la respuesta β-adrenérgica, depende tanto de la modulación 
diferencial de la Po, por parte de las diferentes variantes CaVβ2–TSS, así como también de la 
cantidad de canales que estén procesados proteolíticamente, de modo que, durante la respuesta β-
adrenérgica, el complejo auto-inhibitorio pueda ser desplazado, permitiendo un mayor influjo de 
Ca2+. 
Nuestros resultados demuestran por un lado, que la estimulación de cardiomiocitos de ratas 
neonatas con forskolina genera un aumento, en promedio  de 3 veces, en las corrientes de tipo L y 
además, que la cinética de inactivación del canal Cav1.2 se ve modificada. Asociado a lo anterior,  
fue observado que la sobre-expresión de las variantes CaVβ2–TSS produce un incremento en las 
corrientes de tipo L y un desplazamiento del potencial de activación (Va) hacia valores 
hiperpolarizantes, es decir, hacia potenciales más negativos. Sin embargo,  al agregar forskolina y 
sobre-expresar  las variantes  CaVβ2–TSS, contrario a lo esperado, no fue observado un aumento 
significativo de las corrientes ni tampoco cambios en el Va, lo cual sugiere que la sobre-expresión de 
estas variantes disminuiría la respuesta a forskolina dado que la sobre-expresión per se de las 
variantes CaVβ2–TSS estaría generando un desplazamiento en el Va, lo cual posiblemente sería 
producto de que, al estar estas variantes sobre-expresadas , la razón CaV1.2: CaVβ2 cambia, de modo 
que la subunidad CaVβ2  podría unirse a un sitio de baja afinidad en el dominio C-terminal del canal 
CaV1.2 induciendo el desplazamiento del fragmento reasociado y eliminando el efecto auto-
inhibitorio, por tanto, al agregar forskolina, no son generados cambios significativos sobre las 
corrientes puesto que el dominio C-terminal estaría pre-desplazado y por lo tanto, no sería posible un 
nuevo desplazamiento, lo cual explicaría la ausencia de activación. Cabe destacar que esta situación 
podría generarse durante estados fisiopatológicos del corazón, donde al disminuir la cantidad de 
canales presentes en la célula (por ejemplo durante la falla cardiaca), aumentaría la razón de 
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CICR: Liberación de calcio inducida por calcio (del inglés: Calcium Induced Calcium Release). 
cAMP: Adenosin monofosfato cíclico (del inglés: Ciclic Adenosin Monophosphate) 
DCterD: Dominio C-terminal distal (del inglés: Distal C-terminus Domain) 
LTCC: Canales de calcio de tipo L (del inglés: L- Type Calcium Channels). 
PKA: Proteína quinasa A 
Po: Probabilidad de estado abierto del canal CaV 1.2 (del inglés: Open Probability) 
RFP: Proteína fluorescente roja (del inglés: Red Fluorescent Protein) 
RS: Retículo sarcoplasmático 
RyR2: Receptores de rianodina. 
TSS: Sitio de inicio de la transcripción (del inglés: Transcriptional Start Site) 


















 dependientes de potencial (VDCC) 
El mecanismo de acoplamiento excitación-contracción (E-C) en el músculo cardiaco 
describe el proceso a través del cual un estímulo eléctrico (potencial de acción) es traducido en 
una respuesta mecánica (contracción), la cual es fundamental para el funcionamiento del 
organismo, siendo, por tanto, un proceso altamente regulado (Bers, 2002).  
Para que este proceso ocurra, es necesaria la entrada de Ca
2+ 
al citoplasma. En células 
cardiacas, el mayor influjo de Ca
2+
 ocurre mediante los canales de calcio dependientes de 
potencial (VDCC), principalmente a través de los canales de Ca
2+
 de tipo L (LTCC): el Ca
2+ 
que 
ingresa por estos canales activa los receptores de Rianodina (RyR2) que están presentes en la 
membrana del retículo sarcoplasmático (RS), produciéndose la apertura de los RyRs y la 
liberación de Ca
2+
 contenido en el RS hacia el citoplasma en un proceso conocido como 
liberación de Ca
2+
 inducida por Ca
2+
 (CICR, por sus siglas en inglés) (Bers, 2008). El Ca
+2
 
liberado al citoplasma luego se asocia a la proteína troponina C, generando un desplazamiento de 
la proteína tropomiosina, lo que permite la interacción actina-miosina, en un proceso conocido 
como ciclo de puentes cruzados, cuyo resultado se traduce en un acortamiento de la célula 
muscular, es decir, en la contracción del músculo (Koolman y Röhm, 2005). 
Varios tipos de VDCC han sido descritos siendo denominados como canales de tipo L, N, 
P/Q, R y T, los cuales varían en sus propiedades bioquímicas y farmacológicas; sin embargo, la 
clasificación más utilizada está basada en el rango de potencial necesario para su activación y de 
acuerdo a esto, son clasificados como canales de bajo umbral de activación (el canal tipo T es el 
único de este tipo descrito hasta la fecha) y de alta activación como los canales tipo L, N, P/Q y 










  Como fue mencionado anteriormente, la principal entrada de Ca
2+
 en células cardíacas 
ocurre a través de los LTCC, los cuales son complejos proteicos heteroligoméricos compuestos 
por la subunidad formadora de poro CaVα1 que permite el paso de Ca
2+
 al interior de la célula (en 
el músculo cardiaco predomina la subunidad CaV1.2, la cual da el nombre al canal), y de dos 
subunidades auxiliares conocidas como CaVα2δ1 y CaVβ, cuya función está relacionada con el 
transporte y permanencia del canal CaV1.2 en la membrana (Benitah et al., 2010;Figura 1A); en 
músculo esquelético ha sido descrita la existencia de una tercera subunidad auxiliar (CaVγ). Las 
10 subunidades CaVα1 descritas están organizadas en 3 familias (CaV1- CaV3). La familia CaV1 
corresponde a los canales de tipo L, la familia CaV2 a los canales de tipo N, P/Q y R, y la familia 
CaV3 a los canales de tipo T (Catterall, 2000).  
Los LTCC están formados por 4 dominios homólogos (I-IV), cada uno compuesto por 6 
segmentos transmembrana (S1-S6), cada lazo que une los segmentos S5 y S6 conforman el poro 
del canal; el segmento S4 es considerado como el sensor de potencial ya que posee varios 
aminoácidos cargados positivamente. El movimiento de estas cargas positivas, en respuesta a un 
cambio de potencial, favorece la apertura o cierre del canal. En el lazo citoplasmático que 
conecta los dominios I y II está localizado el sitio AID mediante el cual el canal interactúa con  





Figura 1: Organización molecular de los LTCC. (A) Diferentes subunidades componen los LTCC en 
cardiomiocitos éstas consisten en la subunidad formadora de poro CaVα1 (CaV1.2) como una proteína integral de 
membrana y, las subunidades CaVα2δ1 y CaVβ2 como proteínas extrínsecas de membrana e intracelular, 
respectivamente. (B) Representación esquemática de la topología transmembrana del canal CaV1.2: los 4 dominios 
homólogos (I-IV) están localizados juntos con cada uno de sus segmentos transmembrana (S1-S6). Entre los 
segmentos S5-S6 se encuentra el P-loop (lazo de poro); además, el sensor de potencial (S4) es mostrado en morado. 





 La subunidad CaV1.2 sufre una serie de modificaciones post-traduccionales, donde cabe 
destacar el procesamiento proteolítico de su dominio C-terminal distal (DCterD), el que es 
posteriormente re-asociado al canal, de forma no covalente (Figura 2), generando un complejo de 
señalización auto-inhibitorio que es necesario para la correcta regulación del canal (Hulme et al., 
2006b). Ha sido descrito que este complejo auto-inhibitorio reduce la actividad del canal CaV1.2, 
aproximadamente, en 10 veces (Catterrall, 2015). 
 
Figura 2: Representación esquemática de la topología transmembrana del canal CaV1.2. (A) Una de las 
modificaciones post-traduccionales del canal  corresponde al corte proteolítico del DCterD y (B) su posterior re- 
asociación con el resto del mismo. Esto genera un complejo auto-inhibitorio que reduce la actividad del canal, 
siendo necesario para su correcta regulación. 
 
Subunidades CaVβ 
             Existen 4 isoformas de la subunidad CaVβ (CaVβ1-CaVβ4), cada una con variantes de 
corte y empalme (splicing). Estas 4 isoformas CaVβ son capaces de aumentar las corrientes de 
Ca
2+ 
cuando son sobre-expresadas en sistemas heterólogos y además, modifican la probabilidad 
de estado abierto (Po) de los canales LTCC modulando la cinética de activación e inactivación 
del canal CaV1.2 (Buraei y Yang, 2010). Adicionalmente, funcionan como chaperonas, evitando 
la degradación de la subunidad poro por el sistema ERAD (Altier et al., 2011) y aumentando su 




Todas las subunidades CaVβ poseen alta afinidad por un dominio citoplasmático del canal 
CaV1.2, denominado α-interaction domain (AID, Figura 1B), a través del cual ambas proteínas 
interactúan (Buraei y Yang, 2010). Esta interacción, de alta afinidad, genera un cambio 
conformacional en el canal CaV1.2 el cual es esencial, no sólo para la activación/inactivación de 
los LTCC, sino también para la interacción de la subunidad CaVβ con otras regiones del canal. 
Cabe destacar que, a pesar de no existir claridad sobre qué otras regiones de la subunidad CaVβ 
interactúan específicamente con el canal, se cree que estos sitios están localizados en el dominio 
N-terminal y al ser éste un dominio variable, produciría la modulación diferencial de los LTCC 
(Hermosilla et al., 2011). 
En el músculo cardiaco, la subunidad más expresada es la CaVβ2 la cual posee 5 variantes 
con sitio alternativo de inicio de la transcripción (variantes TSS, CaVβ2a-CaVβ2e); estas variantes 
sólo difieren en la composición y longitud del dominio N-terminal (Foell et al., 2004), otorgando 
características biofísicas únicas a las corrientes de calcio tipo L. Todas las variantes CaVβ2-TSS 
están expresadas en corazones adultos, sin embargo, en ratas neonatas no ha sido detectada la 
expresión de la variante CaVβ2e, esto dado que el patrón de expresión de las diferentes CaVβ2-
TSS varía de acuerdo a la edad y al estado fisiológico del corazón (Moreno et al., 2015).  
De acuerdo al estudio realizado por Moreno y Cols, 2015, la sobre-expresión de estas 
variantes TSS, en cardiomiocitos de ratas neonatas, incrementaría las corrientes de tipo L 
endógenas, en diferentes grados, dependiendo de la variante expresada y por tanto, modularía de 
forma diferencial la cinética de activación/inactivación del canal, siendo las subunidades CaVβ2a 
y CaVβ2d las que presentan un mayor y un menor incremento de las corrientes tipo L, 
respectivamente. Cabe mencionar que la significancia funcional de la existencia de las diversas 
isoformas CaVβ y de las variantes TSS en corazón, hasta la fecha, es desconocida (Shaw y 
Colecraft, 2013); sin embargo, han sido observados cambios en su expresión durante el 
desarrollo (Chu et al., 2003, Moreno, et al., 2015) o durante estados fisiopatológicos como la 







En relación a la regulación del corazón, ha sido reportado que el principal normalizador 
es el sistema nervioso autónomo. La activación del sistema simpático, durante la respuesta lucha 
o huida, aumenta la frecuencia cardiaca, lo cual es producto de la liberación de diversos 
neurotransmisores conocidos como catecolaminas (adrenalina, noradrenalina, dopamina), las que 
se unen a los receptores β-adrenérgicos (β–AR), los cuales pertenecen a la familia de receptores 
acoplados a proteína G (GPCR). Existen 3 subtipos de β-AR, denominados β1-AR, β2-AR y β3-
AR; en el músculo cardiaco predomina la expresión de β1-AR (80%), sin embargo, también es 
posible detectar la expresión de β2-AR, mientras que la expresión de β3-AR está restringida 
principalmente al tejido adiposo. Una vez que β1-AR y β2-AR son estimulados, la disociación de 
la proteína G heteromérica unida al receptor se ve favorecida; en el caso del receptor β1-AR la 
proteína G expresada corresponde a la Gs, cuya activación estimula a la enzima adenilato ciclasa 
(AC), la cual aumenta los niveles de cAMP, y, a su vez, activa a la PKA, que fosforila diversas 
proteínas esenciales para el correcto funcionamiento cardiaco, entre ellas destacan la troponina I, 
fosfolamban, receptores RyR2 y los LTCC, principalmente la subunidad CaV1.2. Un análogo del 
estímulo β-adrenérgico rutinariamente usado es la forskolina, la cual se une directamente a la 
enzima AC, provocando el aumento de cAMP y elevando los niveles de PKA activada (Insel y 
Ostrom, 2003).  
 La activación de los receptores β-AR y las fosforilaciones mediadas por PKA aumentan 
las corrientes de calcio tipo L como parte de la respuesta “lucha o huida”, una respuesta 
fisiológica conservada entre vertebrados que es manifestada frente a situaciones de estrés, miedo, 
o durante el ejercicio, y que genera un aumento de la frecuencia y de la contractibilidad cardiaca. 
Ambos efectos son producto, en parte, de que la activación β-adrenérgica incrementa las 
corrientes macroscópicas de Ca
2+
, sin embargo, no se conoce cómo las diferentes subunidades 
CaVβ regulan al canal durante la respuesta β-adrenérgica, aunque se cree que la formación del 
complejo de señalización auto-inhibitorio podría ser el primer sustrato para la regulación de los 





Dado que las subunidades CaVβ2 han sido involucradas en el tráfico de la subunidad 
CaVα1, así como en la determinación de los niveles de activación basal de los LTCC, el objetivo 
principal de este estudio fue determinar cómo las diferentes variantes CaVβ2–TSS modulan al 
canal Cav1.2 durante la respuesta β-adrenérgica y si estas variantes tienen alguna participación 
en el procesamiento proteolítico del dominio C-terminal en células cardiacas. Para contestar 
estas interrogantes fueron analizadas las corrientes de calcio tipo L, mediante la técnica de 
Patch Clamp, en cardiomiocitos de ratas neonatas sobre-expresando las diferentes variantes 
CaVβ2–TSS. Además, fueron realizados ensayos de Inmunoblot (Western Blot) para determinar 
si las diferentes variantes CaVβ2–TSS afectan el procesamiento proteolítico del canal Cav1.2, es 
decir, si la razón canal total versus canal no procesado varía, dependiendo de la variante TSS 
expresada. Ambos ensayos nos entregarían información complementaria de tipo funcional 
(mediante una técnica de electrofisiología) y de tipo bioquímico (expresión de las proteínas y 
cuantificación de su masa molecular), para dilucidar como participan las diferentes variantes 






















Las variantes CaVβ2–TSS determinan diferencialmente el efecto de la respuesta a forskolina 
sobre las corrientes de calcio tipo L, modulando la probabilidad de estado abierto y el 
procesamiento proteolítico del segmento DCterD de la subunidad CaV1.2.  
 
6. OBJETIVOS 
6.1. Objetivo General 
 
Determinar el efecto de la estimulación con forskolina sobre las corrientes de calcio tipo L en 
cardiomiocitos de rata neonata infectadas con las diferentes variantes CaVβ2–TSS y el efecto de 
la sobreexpresión de estas variantes en el  procesamiento proteolítico de la región DCterD.  
 
6.2. Objetivos Específicos 
 
6.2.1  Caracterizar las corrientes tipo L endógenas de cardiomiocitos de rata neonatas infectados 
con las diferentes variantes Cavβ2-TSS en condición control y bajo un estimulo con forskolina. 
6.2.2 Determinar si la sobreexpresión de las variantes Cavβ2-TSS produce cambios en el 














7. MATERIALES Y MÉTODOS 
Cultivo primario de cardiomiocitos de ratas neonatas 
Los cultivos primarios de cardiomiocitos  (Figura 3) fueron generados usando corazones 
de ratas neonatas de 1 a 2 días de edad. Para esto, 20 ratas neonatas fueron sacrificadas mediante 
decapitación, posteriormente sus corazones fueron extraídos de la cavidad torácica y depositados 
en una placa de petri que contenía medio Hank (116 mM NaCl, 20 mM Hepes, 0.8 mM 
Na2HPO4, 5.6 mM Glucosa, 5.4 mM KCl) y que estaba colocada sobre una cama de hielo. 
Luego, para limpiar los corazones, los atrios (aurículas) fueron removidos y eliminados, para 
luego proceder con la homogenización del tejido ventricular, el cual fue lavado dos veces, 
posteriormente, con medio Hank. La siguiente etapa consistió en la disgregación enzimática de 
los ventrículos con las enzimas colagenasa tipo II (0.2 mg/mL, Gibco
®
Lifetechnologies) y 
pancreatina (1.2 mg/mL, Sigma-Aldrich), a 37ºC y con agitación constante. Terminado este 
proceso, el pellet resultante fue resuspendido en 8.5 mL de medio de cultivo DMEM-LG (con 
baja concentración de glucosa, 5.56 mM, Gibco®Lifetechnologies) conteniendo además 0.5% 
suero bovino fetal (SFB); la mezcla fue traspasada a una placa de cultivo de 60 cm
2
 que fue 
incubada durante 2 horas a 37°C y con 5% CO2. Pasado este tiempo, el sobrenadante fue 
recuperado y centrifugado a 1000 rpm durante 5 minutos a 25°C, y posteriormente fue 
descartado, mientras que el pellet resultante (conteniendo los cardiomiocitos ventriculares 
disgregados) fue resuspendido en 6 mL de medio de cultivo DMEM-LG conteniendo 15% SFB. 
Posteriormente, los cardiomiocitos fueron sembrados sobre placas de cultivo de 35 mm
2
 
conteniendo, cada una, 5 cubre-objetos de 12mm de diámetro (previamente tratados con 1% 
gelatina (Sigma-Aldrich) durante 2 horas, a 37°C y que antes de usar fueron lavados dos veces 
con PBS 1X) donde fueron dejados en incubación durante toda la noche a 37ºC y con 5% CO2. 
Al día siguiente, las células cardiacas fueron nuevamente lavadas con PBS 1X para luego 
proceder a agregar, a cada placa, 1mL de medio DMEM-LG conteniendo 0.5% SBF para la 
mantención de los cardiomiocitos, a 37ºC y con 5% CO2. Todo el proceso fue llevado a cabo 
bajo campana de flujo laminar para asegurar la esterilidad de las células obtenidas. El protocolo 
descrito anteriormente fue aprobado por la Comisión de Bioética de la Facultad de Medicina de 




Figura 3: Cultivo primario de 48 hr de cardiomiocitos de ratas neonatas. Se muestra una fotografía en campo 
claro en la cual destaca la morfología típica de estas células: de forma alargada y estrellada, con un núcleo central y 
prolongaciones celulares que les permiten hacer contacto con células vecinas. (Barra de escala: 50µm).  
 
Infección de cardiomiocitos de ratas neonatas con adenovirus recombinantes 
             Los adenovirus recombinantes utilizados en esta tesis fueron producidos y utilizados en 
los experimentos publicados por Moreno et al., 2015; estos adenovirus permiten la sobre-
expresión, de manera independiente, de las diferentes variantes Cavβ2-TSS y de la proteína 
fluorescente roja (RFP) en cardiomiocitos de ratas neonatas (con un 80% de confluencia). Como 
fue mencionado previamente, existen 5 variantes Cavβ2 (las cuales difieren sólo en su sitio de 
inicio de la transcripción, es por ello su denominación TSS, que es la sigla en inglés de 
Transcription Start Site); para efectos prácticos, en este estudio sólo fueron sobre-expresadas las 
variantes Cavβ2a, Cavβ2b y Cavβ2d. Las variantes Cavβ2c y Cavβ2e fueron desestimadas puesto que 
Moreno et al., 2015, describieron que la variante Cavβ2c es similar a la variante Cavβ2d, siendo 
esta última mucho más reproducible. En relación a la variante Cavβ2e, su expresión no ha sido 
observada en cardiomiocitos de ratas neonatas. Como control fueron utilizados cardiomiocitos 
no infectados  o infectados solo con RFP. 
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Una vez obtenido el cultivo primario de cardiomiocitos (detallado en la sección previa), 
las infecciones con los distintos adenovirus recombinantes fueron realizadas usando una 
concentración de 10
8
 partículas virales por ml. Una vez realizadas las infecciones, las placas 
fueron incubadas durante toda la noche a 37ºC con 5% CO2. Al día siguiente las células fueron 
lavadas con PBS 1X y mantenidas con medio DMEM-LG conteniendo 0.5% SBF, de acuerdo a 
lo descrito anteriormente. La identificación de los cardiomiocitos infectados, es decir, aquellos 
que sobre-expresaban la respectiva variante Cavβ2, fue realizada identificando la señal 
fluorescente (roja) mediante un microscopio de fluorescencia (Olympus), siendo así 
seleccionadas aquellas células que expresaban RFP en la membrana, indicativo de que además 
estaban expresando la subunidad infectada (Figura 4B). 
 
 
Figura 4: Cultivo primario  de 48 hr de cardiomiocitos de ratas neonatas infectados con adenovirus 
recombinantes que codificaban para las diferentes variantes CaVβ2b. (A) Fotografía en campo claro de 
cardiomiocitos. (B) Corresponde a la misma imagen mostrada en (A) con microscopía de fluorescencia. Se observa 






Expresión proteica del canal CaV1.2 y de las variantes CaVβ2-TSS  
               Con el fin de evaluar la expresión proteica del canal CaV1.2 y de las variantes CaVβ2-
TSS fueron realizados ensayos de Western Blot (Inmuno Blot) con el fin de  determinar qué 
porcentaje del canal estaba siendo procesado proteolíticamente y además, si la expresión de cada 
variante CaVβ2 tenía algún efecto en el porcentaje de procesamiento. Para esto, cardiomiocitos de 
ratas neonatas fueron sembrados en placas de cultivo de 35 mm
2
 con una confluencia de un 80% 
y una vez adheridos a la placa, fueron infectados con los adenovirus recombinantes sobre-
expresando cada una de las tres variantes Cavβ2-TSS y la proteína RFP (como fue descrito 
previamente). Dos días después y luego de verificar, usando microscopía de fluorescencia, la 
expresión de RFP, las placas, conteniendo los cultivos de cardiomiocitos infectados, fueron 
lavadas con PBS 1X dos veces y luego, a cada placa le fue agregado 100μL de buffer de lisis 
(compuesto por 150mM NaCl, 1mM EDTA, 50mM Tris  pH 7.4 y 1% Tritón X-100, al cual le 
fue adicionado un cocktail de inhibidores de proteasas, Calbiochem). Las células fueron 
desprendidas con un rastrillo de plástico, posteriormente recuperadas en un tubo eppendorf y 
luego mantenidas en hielo durante una hora con agitación manual cada 10 minutos. Luego, los 
tubos fueron centrifugados durante 10 minutos a 13000 rpm, a 4ºC; el sobrenadante fue 
recuperado, alicuotado y almacenado en un refrigerador a -80ºC. Una alícuota de 5μL de cada 
extracto de células fue usado para cuantificar la concentración de proteínas usando el método del 
Ácido Bicinconínico (BCA, Thermo Scientific, cuya señal es medida a una absorbancia de 560 
nm), para lo cual fue necesaria, previamente, la realización de una curva de calibración usando 
distintas concentraciones de la proteína albúmina sérica bovina (BSA) con las cuales fueron 
comparadas (mediante interpolación en el gráfico de la curva de calibración) las diluciones (1:10 
y 1:50) de los distintos extractos de cardiomiocitos infectados. Una vez obtenidas las 
concentraciones de proteínas de los extractos, éstos fueron separados en un gel de 6 y 10% Bis-
acrilamida (Winkler), proceso inicial del ensayo Western Blot. Para ello, previamente, un 
porcen
(8.7% glicerol, 3% SDS, 125mM TRIS pH 6.8 y 350mM β-mercaptoetanol) con el fin de que las 






             Los lisados de proteína de los cardiomiocitos infectados con los adenovirus 
recombinantes Cavβ2a, Cavβ2b y Cavβ2d fueron separados por electroforesis en un gel de 
poliacrilamida: 4% de gel concentrador, 6% (para separar el canal) y 10% (para resolver la 
subunidad β, y la proteína Vinculina como control de carga) de gel de corrida o resolutivo, 
usando una cámara Bio-Rad (Mini Trans-Blot Cell); la corrida inicialmente fue a 60V y una vez 
que el frente del gel traspasó el gel concentrador (y los estándares de proteínas comenzaron a 
separarse) el potencial fue subido a 110V, el que fue mantenido durante 2.5 horas 
aproximadamente. Una vez finalizada la corrida del gel fue realizada la transferencia de las 
proteínas, desde el gel a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad), muy afín a las proteínas, a un 
potencial constante de 110V por 1.15 horas. Una vez transferidas las proteínas, la membrana fue 
teñida con una solución 0.1% rojo Ponceau (tinción de proteínas reversible) para verificar la 
eficiencia de la transferencia. Luego la membrana fue lavada con PBS 1X-0.1% Tween y 
posteriormente fue cortada en tres secciones para incubar, por separado, cada sección con un 
anticuerpo específico para detectar: el canal sin procesar (250 kDa) y el canal procesado 
proteolíticamente (180 kDa), las variantes Cavβ2-TSS (75-90 kDa) y la Vinculina (120 kDa). 
Previo a la adición de los anticuerpos primarios, las tres secciones de membranas fueron 
incubadas en solución de bloqueo (leche al 5% en PBS 1X-0.1%Tween) durante una hora, a 
temperatura ambiente y luego fueron incubadas con los siguientes anticuerpos primarios diluidos 
en buffer de bloqueo: anti CaV1.2 para el canal (Dilución 1/200, Policlonal de conejo, Alomone, 
ACC-033), anti Cavβ2 para las variantes Cavβ2-TSS (Dilución 1/800, Policlonal de conejo, 
Alomone, ACC-005) y anti vinculina como control de carga (1/25000, Monoclonal de conejo, 
Abcam, AB129002). La incubación fue realizada durante toda la noche a 4ºC y en agitación 
horizontal. Al día siguiente los anticuerpos primarios fueron recuperados, mientras que los tres 
fragmentos de membrana fueron lavados con PBS 1X-0.1% Tween, 4 veces por 6 minutos cada 
vez, y luego incubados con un anticuerpo secundario anti conejo conjugado a la enzima 
peroxidasa de rabanito (HRP) (Anti-Rabbit 1/2500, BioRad), también diluidos en buffer de 
bloqueo, durante una hora a temperatura ambiente. Finalmente las membranas fueron 
nuevamente lavadas con PBS 1X- 0.1% Tween 1X, 4 veces por 6 minutos. La visualización de la 
señal fue realizada usando el reactivo ECL el cual proporciona el sustrato para la enzima HRP, 
cuyo efecto proteolítico genera la señal quimioluminiscente. Para ello fue preparada una mezcla 
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de 500μL de SuperSignal West Pico Stable Peroxide + 500μL Super Signal West Pico 
Luminol/Enhancer (Thermo Scientific). Posteriormente, en forma secuencial cada uno de los tres 
fragmentos de membrana fue montado en un equipo fotodocumentador ChemiScope 3600 
(Clinix; Science Instrument,) utilizando el software ChemiCapture, el cual permitió obtener 
fotografías con distintos tiempos de exposición de la señal para cada anticuerpo. Luego, para 
evaluar el contenido proteico fueron realizadas densitometrías (mediante el software ImageJ) 
analizando las distintas bandas proteicas obtenidas en las fotos tomadas con cada ensayo 
Inmunoblot, con el fin de comparar la cantidad de cada proteína presente en cada extracto. Por 
ejemplo, para detectar si alguna de las variantes de la subunidad Cavβ2 estaba más sobre-
expresada que las otras, el valor de la señal densitométrica de esta banda (para cada extracto) fue 
dividida por el valor de la señal densitométrica del marcador de carga respectivo (Vinculina) 
obteniéndose una razón para cada extracto, permitiendo así compararlos. En el caso del canal, el 
valor de la señal densitométrica del canal procesado fue dividida por la señal del canal total 
obteniéndose a su vez, una razón para el canal, en cada extracto. 
 
Medición de corrientes de calcio tipo- L en cardiomiocitos de ratas neonatas 
 La obtención de los registros electrofisiológicos de las corrientes de calcio tipo L fue 
realizada a través de una cámara de registro montada sobre una mesa anti-vibratoria y bajo 
microscopio invertido (Olympus IX71). La posición y el desplazamiento de la pipeta fueron 
controlados con un micro-manipulador MP-225 (Sutter Instrument Co.). Para amplificar las 
señales de las corrientes fue utilizado un amplificador HEKA EPC7 (Instrutech Corp), las cuales 
fueron digitalizadas con una tarjeta Digidata 1322 (Axon Instruments) y, adquiridas mediante el 









Pipetas y soluciones para la obtención de los registros 
En los cardiomiocitos de ratas neonatas las corrientes de Ca
2+ 
tipo L fueron registradas 
con micropipetas de vidrio fabricadas con una resistencia de 3-5 MΩ y, obtenidas mediante un 
estirador de pipetas modelo p-97 (Sutter Instrument Co.). El electrodo de registro utilizado fue 
un alambre de plata. Las soluciones utilizadas son detalladas en la Tabla 1. El pH de las 
soluciones fue ajustado a 7.4 usando 1M NaOH para la solución isotónica, 1M CsOH para la 
solución extracelular de Ba
2+
, y 1M HCl  para la solución intracelular (pH 7.2). 
 




El análisis estadístico fue realizado mediante el software Microsoft Excel y, aplicando 













Efecto de la activación β-adrenérgica sobre las corrientes de Ba2+ de tipo L endógenas en 
cardiomiocitos de ratas neonatas.  
 El efecto de la activación β-adrenérgica sobre cardiomiocitos de ratas neonatas fue 
evaluado mediante registros de las corrientes de Ba
2+ 
macroscópicas usando la técnica Patch 
Clamp, particularmente a través de la configuración de parche perforado (ver anexo, Figura 15). 
De acuerdo a un estudio previo (Miriyala et al., 2008), la aplicación de un activador β-
adrenérgico sobre células cardiacas de cobayo incrementa las corrientes macroscópicas de Ba
2+ 
de tipo L, por lo tanto, evaluamos este efecto sobre cardiomiocitos de ratas neonatas usando 
forskolina.  
 En la Figura 5A son mostradas las corrientes de Ba
2+ 
representativas, ya sea, con o sin 
forskolina (en azul y negro, respectivamente), en la cual puede observarse que efectivamente, la 
aplicación del estímulo análogo al β-adrenérgico aumenta las corrientes macroscópicas de Ba2+. 
Este aumento se desarrolla rápidamente en el tiempo y es aproximadamente de 3 veces (Figura 
5B). El incremento de la corriente  promedio, en células estimuladas con forskolina, es 
producido a través de todos los potenciales como es observado en el grafico de intensidad de 





Figura 5: El estimulo con forskolina incrementa las corrientes de Ba
2+
 de tipo L endógenas en cardiomiocitos 
de ratas neonatas. (A) Corrientes de Ba
2+ 
representativas, antes (negro) y después (azul) de la adición de forskolina 
(100nM). Las corrientes fueron obtenidas utilizando un protocolo de pulsos a diferentes potenciales desde los -60 a 
+50mV. Un pre-pulso a -50mV fue aplicado para inactivar los canales de Ca
2+
 de tipo T (ver anexo, Figuras 17-18). 
La corriente es mostrada sólo entre los 60 y 360 ms para facilitar su visualización. (B) Aumento de las corrientes de 
Ba
2+
, en el tiempo, luego de la aplicación de forskolina a cardiomiocitos de ratas neonatas. La corriente fue 
normalizada dividiendo la corriente, luego de añadir forskolina, por la corriente basal. (C) Curva I/V de la corriente 
máxima de las corrientes obtenidas en (A).  En negro es observada la corriente basal, y en azul la corriente luego de 







Efecto de la activación β-adrenérgica sobre la cinética de los LTCC en cardiomiocitos de 
ratas neonatas 
                Dado que la aplicación de forskolina aumentó las corrientes de Ba
2+
 en nuestros 
cultivos de cardiomiocitos de ratas neonatas, tal como ha sido descrito por otros autores (Fuller 
et al., 2010, Miriyala et al., 2010), el paso siguiente fue evaluar la cinética de activación e 
inactivación de los LTCC al aplicar un estímulo análogo al β-adrenérgico. En la Figura 6A es 
mostrada la cinética de activación (n=4), es decir, la constante del tiempo de activación (τact) de 
los LTCC, en función de la diferencia de potencial. Esta constante se obtiene del ajuste, a una 
exponencial simple, al periodo de activación de la corriente, y corresponde a la velocidad de 
activación del canal; entonces, una τact mayor indica que la activación del canal es más lenta. De 
acuerdo a esto, en la Figura 6A puede observarse que al aplicar la forskolina sobre los 
cardiomiocitos de ratas neonatas, no existen cambios significativos en la cinética de activación 
de los LTCC respecto a las células no estimuladas. 
 Para estudiar la inactivación del canal CaV1.2, fue utilizado el parámetro R250, el cual 
corresponde al porcentaje de la corriente residual a los 250 ms luego de aplicar un estímulo 
despolarizante, por lo que valores menores de R250 representan una inactivación más rápida de 
los canales. En la Figura 6B es mostrada la cinética de inactivación de los LTCC (n=4), en 
función del potencial, antes (negro) y después (azul) de la adición de 100 nM forskolina, en la 
cual puede ser observado que, en los cardiomiocitos tratados, disminuye la cinética de 
inactivación de los LTCC aproximadamente a los -20 y a los 0mV, lo cual quiere decir que la 
inactivación del canal, a esos potenciales, es más rápida. Esto también está reflejado en las 
pendientes de las corrientes de la Figura 5A, en la cual la pendiente observada sugiere ser más 
pronunciada al agregar un activador de cAMP. Cabe destacar que el incremento de la corriente 
que es producido cuando es agregada la forskolina (Figura 5) no necesariamente conlleva a un 





Figura 6: El estimulo con forskolina modifica el porcentaje de inactivación del canal CaV1.2 en cardiomiocitos 
de ratas neonatas. (A) Cinética de activación de los LTCC donde es observada la dependencia de potencial de la 
constante del tiempo de activación (τact) de los LTCC. En azul y negro puede observarse la cinética de activación en 
cardiomiocitos de ratas neonatas con y sin forskolina (n=4), respectivamente, las cuales no poseen diferencias 
significativas entre sí. (B) Cinética de inactivación de los LTCC, donde puede observarse el porcentaje de la corriente 
residual (R250) a los 250 ms luego de aplicar un pulso despolarizante. En azul y en negro es mostrada la cinética de 
inactivación del canal, en cardiomiocitos de ratas neonatas, con y sin forskolina (n=4), respectivamente, las cuales 
presentan diferencias significativas entre sí, a los -20 y a los 0mV. 
 
Expresión del canal CaV1.2 y de las diferentes subunidades CaVβ2-TSS en cardiomiocitos 
de ratas neonatas 
Con el fin de evaluar el efecto de la sobre-expresión de las diferentes variantes CaVβ2-
TSS,  realizamos ensayos de inmunoblot (n=4) usando los extractos de los cardiomiocitos 
extraídos, posterior a la infección con los virus correspondientes. En la Figura 7A, es mostrado el 
resultado de un Western Blot representativo donde puede ser apreciado, en primer lugar, que las 
diferentes variantes CaVβ2-TSS fueron efectivamente sobre-expresadas en los cardiomiocitos de 
ratas neonatas. Las bandas correspondientes a las subunidades CaVβ2d (banda superior) y a las 
subunidades CaVβ2a y CaVβ2b (banda inferior) son indicadas mediante una flecha negra. En 
segundo lugar, de acuerdo a lo descrito por Moreno, et al., 2015, las diferentes variantes CaVβ2-
TSS son expresadas de forma diferencial a lo largo del desarrollo. En estadíos tempranos, hay 
una mayor sobre-expresión endógena de la subunidad CaVβ2b, de modo que al sobre-expresar 
esta subunidad su señal está saturada. Por esta razón, no fue posible realizar una densitometría 
con las diferentes variantes CaVβ2-TSS. 
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 Por otra parte, a modo de control, en la Figura 7B es mostrado que, al sobre-expresar las 
diferentes variantes CaVβ2-TSS, están presentes una banda de 180 kDa que corresponde al canal 
CaV1.2 procesado proteolíticamente y una banda de 240 kD que corresponde al canal CaV1.2 no 
procesado. En base a esto, el análisis de la densitometría (Figura 7C) reveló que no existe un 
aumento significativo en la cantidad de canales (N) al sobre-expresar las diferentes subunidades 
CaVβ2-TSS respecto al control (cardiomiocitos sobre-expresando la proteína RFP, Figura 7C).  
 
 
Figura 7: La sobre-expresión de las variantes CaVβ2-TSS no aumenta el número de canales totales presentes 
en cardiomiocitos de ratas neonatas. (A)  Resultado de un Western Blot representativo generado por la sobre-
expresión (infección de 48 horas) de las diferentes variantes CaVβ2-TSS 48 (n=4). Las bandas correspondientes a 
cada subunidad son indicadas con flechas negras (CaVβ2a,b~75kDa, CaVβ2d~90 kDa). (B) Resultado de un Western 
Blot representativo realizado con lisados de cardiomiocitos de ratas neonatas 48 horas post infección con las 
diferentes variantes CaVβ2-TSS  en el que destacan las bandas correspondientes al canal, procesado 
proteolíticamente (180 kDa), y al canal no procesado (240 kDa). Como control de carga fue utilizada la proteína 
vinculina (130 kDa) en ambos experimentos. (C) Gráfico de barras que muestra el promedio de la proporción entre 
la cantidad total de canal y vinculina (n=4). No son observados cambios significativos en la cantidad de canal (N) al 






La sobre-expresión de las diferentes subunidades CaVβ2-TSS aumenta las corrientes 
endógenas  macroscópicas de Ba
2+
 y cambia los parámetros del canal CaV1.2  
Una vez comprobado que las diferentes variantes CaVβ2–TSS habían sido exitosamente 
sobre-expresadas en cardiomiocitos de ratas neonatas, el siguiente paso fue evaluar el efecto de 
esta sobre-expresión en las corrientes de Ba
2+ 
macroscópicas. Para esto, luego de 48 hr de 
infección, fueron seleccionadas aquellas células que expresaban la proteína reportera RFP 
(indicativo de una correcta infección). Luego, fueron registradas las corrientes de Ba
2+
 
endógenas en cardiomiocitos sobre-expresando las variantes CaVβ2–TSS. En la Figura 8A 
podemos observar que todas las variantes CaVβ2–TSS incrementan las corrientes macroscópicas 
de Ba
2+
, donde el mayor incremento de la corriente está dado por la subunidad CaVβ2a, seguido 
por la subunidad  CaVβ2b y CaVβ2d. El aumento de la corriente podría deberse a cambios en la 
conductancia máxima del canal (Gmáx) (es decir, en la permeabilidad de la membrana al traspaso 
de iones) o bien, a cambios en el potencial de activación (Va). Al analizar estos parámetros 
observamos que al sobre-expresar la variante CaVβ2b,  disminuye la Gmáx del canal (Figura 8B, 
p<0.01) respecto al control. Por otro lado, en la Figura 8C, es mostrado el potencial de activación 
del canal CaV1.2 en cardiomiocitos sobre-expresando cada una de las variantes CaVβ2–TSS. El 
potencial de activación corresponde al potencial en el cual el 50% de  los canales son activados. 
Puede observarse que  la sobre-expresión de las variantes CaVβ2–TSS produce un 
desplazamiento del potencial de activación hacia potenciales más negativos respecto al control 
(cardiomiocitos no infectados; p>0.01) lo cual indica que, bajo estas condiciones, el canal 




Figura 8: La sobre-expresión de las variantes CaVβ2-TSS aumenta las corrientes endógenas de Ba
2+
 y genera 
cambios en los parámetros del canal CaV1.2 en cardiomiocitos de ratas neonatas. (A) Corrientes de Ba
2+ 
representativas de cardiomiocitos de ratas neonatas luego de 48 horas de infección con las diferentes variantes 
CaVβ2-TSS. El control corresponde a células sin infectar. Las corrientes fueron generadas utilizando el protocolo 
descrito en la Figura 17 (ver anexo). Todas las variantes CaVβ2-TSS inducen un aumento en las corrientes de Ba
2+
. 
(B) Gráfico de barras que muestra la conductancia (Gmáx) del canal CaV1.2 en cardiomiocitos de ratas neonatas 
sobre-expresando las diferentes variantes CaVβ2-TSS. (C)  Gráfico  de barras que muestra el potencial de activación 
(Va) del canal CaV1.2 en cardiomiocitos de ratas neonatas sobre-expresando las diferentes variantes CaVβ2-TSS. Los 
parámetros de Gmáx y Va fueron obtenidos a partir de la construcción de una curva en base a la ecuación de 








Efecto de la sobre-expresión de las diferentes variantes CaVβ2-TSS sobre la cinética de los 
LTCC en cardiomiocitos de ratas neonatas 
Debido a que la sobre-expresión de las diferentes variantes CaVβ2-TSS aumenta las 
corrientes de Ba
2+
 endógenas y genera cambios en los parámetros del canal CaV1.2, el siguiente 
paso fue analizar la cinética de activación e inactivación de los LTCC al sobre-expresar estas 
variantes, del mismo modo como fue descrito en la Figura 6. 
En la Figura 9A son mostradas las cinéticas de activación de cardiomiocitos control (sin 
infectar) y de cardiomiocitos infectados con las diferentes variantes CaVβ2–TSS. En la figura 
destaca que la τact de la subunidad CaVβ2a (n=6) disminuye respecto al control (p<0.01) mientras 
que con las subunidades CaVβ2b y CaVβ2d (n=3) no son observados cambios significativos. Por 
otro lado, al analizar la cinética de inactivación del canal CaV1.2 (Figura 9B), al sobre-expresar 
la subunidad CaVβ2a es observable un aumento de la corriente residual (p<0.01), es decir, 
disminuye la inactivación del canal, mientras que este efecto no es observado al sobre-expresar 
las variantes CaVβ2b y CaVβ2d. 
 
 
Figura 9: La sobre-expresión de la variante CaVβ2a  genera cambios en la cinética de activación y en el 
porcentaje de inactivación del canal CaV1.2 en cardiomiocitos de ratas neonatas. (A) Cinética de activación de 
los canales de Ca
2+
 de tipo L, luego de 48 horas de ser infectados con la diferentes variantes CaVβ2-TSS, evaluada 
mediante la dependencia de potencial de la constante de tiempo de activación (τact) de los canales de Ca
2+
 de tipo L. 
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(B) Cinética de inactivación de los canales de Ca
2+
 de tipo L, evaluada mediante la corriente residual a los 250 ms 
después de aplicar un pulso despolarizante. En todos los gráficos es incluida una línea segmentada correspondiente 
al control (células sin infectar) con fines comparativos. El número de experimentos es indicado en cada grafico (n). 
*, p<0.01. 
 
La activación β-adrenérgica no aumenta las corrientes de Ba2+ macroscópicas en 
cardiomiocitos de ratas neonatas que sobre-expresan las diferentes variantes CaVβ2- TSS 
  Dado que nuestros resultados muestran que las diferentes variantes CaVβ2-TSS aumentan 
las corrientes de Ba
2+ 
 (Figura 8A) y que la activación β-adrenérgica genera el mismo efecto 
sobre estas corrientes endógenas (Figura 5) en cardiomiocitos de ratas neonatas, el siguiente paso 
fue analizar que ocurría con las corrientes de Ba
2+ 
macroscópicas luego de estimular con 
forskolina a cardiomiocitos de ratas neonatas sobre-expresando las diferentes variantes CaVβ2-
TSS. Contrario a lo que era esperado, la adición de un activador análogo al β-adrenérgico no 
indujo un aumento significativo en las corrientes de Ba
2+
, lo cual puede ser observado en la 
Figura 10A donde son mostradas la corriente basal (negro) y la corriente luego de agregar 
forskolina (azul).  El cambio de la corriente (Iforsk/Ibasal)  bajo un estímulo β-adrenérgico es 
mostrado en la Figura 10B, se observan aumentos significativos de la corriente al sobreexpresar 





Figura 10: La forskolina genera un aumento significativo de las corrientes de Ba
2+
 endógenas de 
cardiomiocitos de ratas neonatas infectados con diferentes subunidades CaVβ2-TSS. (A) Corrientes de Ba
2+ 
representativas, antes (negro) y después (azul) de la adición de forskolina (100nM). Un aumento significativo de la 
corriente de Ba
2+ 
es observado en el control (sin infectar) luego de agregar forskolina, mientras que, en los 
cardiomiocitos sobre-expresando las diferentes variantes CaVβ2-TSS, este efecto no es observado. (B) Grafico de 
barras que muestra el resumen de los datos presentados en (A), donde es mostrado cuánto cambia la corriente tras la 
adición de forskolina. El número de experimentos es indicado en cada grafico (n). *, p<0.01. 
 
La estimulación β-adrenérgica no genera cambios en los parámetros del canal CaV 1.2 de 
cardiomiocitos de ratas que sobre-expresan las diferentes variantes CaVβ2-TSS 
Como fue mencionado anteriormente, no fueron observados cambios en las corrientes de 
Ba
2+
 macroscópicas de cardiomiocitos que sobre-expresaban las diferentes variantes CaVβ2-TSS 
en presencia de forskolina (Figura 10), por tanto, nuestro siguiente paso fue analizar la 
conductancia máxima y el potencial de activación de los LTCC en presencia de un activador 
análogo al β-adrenérgico. Cabe destacar que, debido a que las principales diferencias son 
observadas cuando los cardiomiocitos sobre-expresan las variantes CaVβ2a y CaVβ2d, la 
subunidad CaVβ2b no fue considerada en el resto de este estudio.  
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 En la Figura 11A son mostradas las corrientes de Ba
2+
 representativas antes y después de 
la adición de forskolina sobre cardiomiocitos de ratas neonatas que sobre-expresaban las 
variantes CaVβ2a y CaVβ2d. A simple vista es observado que la forskolina no genera aumentos 
significativos de las corrientes de Ba
2+
, respecto al control, al sobre-expresar las variantes CaVβ2-
TSS. Sin embargo, al analizar el incremento de la conductancia máxima del canal CaV1.2 (Figura 
11B), observamos que existe un cambio significativo con cardiomiocitos en condición control y 
cardiomiocitos que sobre-expresaban la variante CaVβ2d (p<0.01). Por otro lado, en la Figura 11C 
es mostrada la diferencia entre el potencial de activación de las corrientes estimuladas y las no 
estimuladas con forskolina (ΔVa=Vaforsk-Vabasal), observándose que el potencial de activación es 
desplazado, para los cardiomiocitos control (sin infectar), hacia valores más negativos, mientras 
que al sobre-expresar las variantes CaVβ2-TSS, el potencial de activación es desplazado hacia 
valores más positivos.  
 
 
Figura 11: La forskolina no genera cambios sobre los parámetros del canal CaV1.2 en cardiomiocitos de ratas 
que sobre-expresan las diferentes variantes CaVβ2-TSS. (A) Corrientes de Ba
2+ 
representativas antes (negro) y 
después (azul) de la adición de forskolina (100nM. (B) Gráfico de barras que muestra el incremento de la 
conductancia máxima  (GmáxForsk/Gmáxbasal) del canal CaV1.2 en cardiomiocitos de ratas neonatas sobre-expresando las 
variantes CaVβ2a y CaVβ2d bajo la influencia de un estímulo β-adrenérgico. El incremento de la Gmáx es expresado en 
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porcentaje. (C)  Gráfico de barras donde es expuesta la diferencia entre el potencial de activación (ΔVa) de las 
corrientes estimuladas y las no estimuladas con forskolina en cardiomiocitos de ratas que sobre-expresan las 
diferentes variantes CaVβ2–TSS. No son observados cambios significativos al sobre-expresar las variantes CaVβ2-
TSS.  Los parámetros de Gmáx y ∆Va fueron obtenidos a partir de la construcción de una curva de Boltzmann.  El 
número de experimentos (n) se indica sobre cada barra. *, p<0.01. 
 
Efecto de la activación β-adrenérgica sobre la cinética de los LTCC en cardiomiocitos de 
ratas neonatas que sobre-expresan las diferentes variantes CaVβ2-TSS 
Una vez que analizamos el efecto de la activación β-adrenérgica sobre los parámetros 
del canal CaV1.2 (Figura 11), continuamos con el análisis de la cinética de activación e 
inactivación de los LTCC de cardiomiocitos de ratas neonatas bajo la influencia de un estímulo 
análogo al β-adrenérgico. En la Figura 12A es presentada la cinética de activación de los LTCC 
antes (negro) y después (azul) de la adición de forskolina a cardiomiocitos de ratas neonatas 
sobre-expresando las variantes CaVβ2-TSS. Es posible observar que, bajo la influencia de un 
estímulo análogo al β-adrenérgico, la cinética de activación no varía al sobre-expresar la 
subunidad CaVβ2a (n=6), mientras que con la subunidad CaVβ2d (n=3) aumenta; en relación a la 
cinética de inactivación, en la Figura 12B pueden observarse cambios significativos (p<0.01), 
entre los -20 y -10mV, cuando la variante CaVβ2d está sobre-expresada en las células cardiacas. 





Figura 12: La forskolina no genera cambios significativos sobre la cinética de activación y en el porcentaje de 
inactivación de los LTCC en cardiomiocitos de ratas neonatas infectados con las diferentes variantes CaVβ2-
TSS. Cinética de activación (A) e inactivación (B) de los LTCC bajo la influencia de un activador análogo al β-
adrenérgico (100 nM forskolina) en cardiomiocitos sobre-expresando las diferentes variantes CaVβ2–TSS. En ambos 
gráficos son mostradas las cinéticas, antes (negro) y después (azul), de la adición de forskolina. El número de 










La sobre-expresión de las variantes CaVβ2–TSS no aumenta el procesamiento proteolítico 
del DCterD del canal CaV1.2 en cardiomiocitos de ratas neonatas  
 Finalmente, en la Figura 13A es mostrado un ensayo inmunoblot representativo, y su 
respectiva densitometría (Figura 13B) generada con todos los ensayos realizados y analizados, en 
la cual es presentada la relación existente entre la cantidad de canal no procesado 
proteolíticamente y la cantidad de canal total en cardiomiocitos de ratas neonatas sobre-
expresando las diferentes variantes CaVβ2-TSS. En el gráfico podemos observar que al sobre-
expresar la subunidad CaVβ2d hay un leve incremento en  la cantidad de canales no procesados 
proteolíticamente con respecto a los cardiomiocitos control. Además, esta densitometría revela 
que no existe un aumento significativo en la cantidad de canales (N) al sobre-expresar las 
diferentes subunidades CaVβ2a y CaVβ2b respecto al control (cardiomiocitos sobre-expresando la 
proteína RFP, Figura 7C). 
 
Figura 13: La sobre-expresión de las variantes CaVβ2-TSS no genera un aumento en el procesamiento 
proteolítico del DCterD del canal CaV1.2  en cardiomiocitos de ratas neonatas. (A) Western Blot de lisados de 
cardiomiocitos de ratas neonatas 48 horas post infección con las diferentes subunidades CaVβ2-TSS en el que 
destacan el canal procesado proteolíticamente (180 kDa) y el canal no procesado (240 kDa). Como control de carga 
fue utilizada la proteína vinculina (130 kDa). (B) Gráfico de barras que muestra la relación entre el canal CaV1.2 no 
procesado proteolíticamente, y la cantidad de canal total al sobre-expresar las diferentes subunidades CaVβ2–TSS en 






9. DISCUSIÓN   
 
 El estudio del efecto de la activación β-adrenérgica sobre los LTCC ha demostrado, de 
forma categórica, que existe un incremento en la corriente a través de este canal (Van der 
Heyden et al., 2005; Weiss et al., 2013) debido principalmente a un aumento en la Po de los 
canales presentes en la membrana del cardiomiocito al momento de la estimulación β-
adrenérgica. Sin embargo, el mecanismo mediante el cual ocurre el aumento de la corriente no ha 
sido del todo dilucidado. La hipótesis principal plantea que la activación de los receptores β-
adrenérgicos genera, en la parte final de la cascada, la activación de la proteina PKA, la cual 
fosforila residuos clave en el DCterD (no del todo identificados) de la subunidad CaV1.2. Estas 
fosforilaciones provocarían el desacople de la cola C-terminal (previamente procesada 
proteolíticamente y reasociada al extremo distal del canal, posiblemente mediante interacciones 
electrostáticas, provocando que el canal funcione con un grado de inhibición parcial), generando 
la liberación del complejo auto-inhibitorio, aumentando la corriente del canal debido, 
principalmente, a un aumento de la Po (Kobrinsky et al., 2003; Hulme et al., 2006b; Shawn et 
al., 2013).  
 De este modo, el grado de estimulación β-adrenérgica debiese depender de al menos dos 
factores: el nivel de Po basal de los canales y del porcentaje de canales procesados 
proteolíticamente. Sugerentemente, antecedentes previos de otros grupos y del nuestro han 
mostrado que las variantes CaVβ2-TSS, alteran de forma diferencial la Po de los LTCC, tanto en 
sistemas heterólogos como en cardiomiocitos de ratas neonatas (Moreno et al., 2015; Buraei y 
Yang, 2010). Así mismo, dado que estas variantes son responsables de regular la biogénesis de 
los LTCC (Altier et al., 2010; Buraei y Yang, 2010), nuestra hipótesis propuso que la regulación 
de estos canales durante la respuesta β-adrenérgica era dependiente no sólo de la modulación 
diferencial de la Po por parte de las diferentes variantes CaVβ2–TSS, sino también producto de la 
cantidad de canales que estén procesados proteolíticamente y reasociados al DCterD al momento 
del estímulo β-adrenérgico, y por lo tanto, que sean susceptibles de ser desplazados luego de ser 
fosforilados por la proteina PKA, permitiendo un mayor influjo de Ca
2+
 y por ende, 




Nuestros resultados demuestran en primer lugar que, efectivamente, la aplicación de un 
activador de cAMP, como la forskolina, al aumentar los niveles de PKA (Weiss et al., 2013), 
incrementa las corrientes macroscópicas de Ba
2+ 
(Figura 5), confirmando lo descrito por otros 
grupos (Yu et al., 1993; Van der Heyden et al., 2005; Hulme et al., 2006a; Miriyala et al., 
2008;). En este estudio, decidimos utilizar forskolina (análogo de un activador β-adrenérgico) ya 
que de este modo evitaríamos que posibles diferencias en la expresión del receptor β-adrenérgico 
impactaran sobre las corrientes, así, podríamos descartar que una menor activación de las 
corrientes (por ejemplo) fuera producto de una menor activación de la vía responsable de la 
fosforilación del canal.  
La magnitud basal de cualquier corriente macroscópica y en particular de la corriente de 
Ba
2+
 a través de los LTCC es debida principalmente a 3 factores: 1) La cantidad de canales (N) 
presentes en la membrana celular. 2) La corriente unitaria (i) del canal CaV 1.2. 3) La 
probabilidad de estado abierto (Po) del canal. Por otro lado, el aumento de la corriente en 
cardiomiocitos estimulados con un activador β-adrenérgico es producto, como se ha discutido 
previamente, a cambios en la Po, los cuales son reflejados en cambios de la cinética de las 
corrientes de Ba
2+
. Dado el tiempo que demora en producirse esta activación (en un lapso de tres 
minutos, la corriente es activada a prácticamente el triple de su condición basal en los controles, 
Figura 5B), en general, un aumento del número de canales en la membrana plasmática puede ser 
descartado, mientras que probables cambios en la corriente unitaria ya han sido descartados en 
otro estudio (Colecraft et al., 2002)    
Debido a esto, como punto de partida, analizamos la cinética del canal CaV1.2 (Figura 
6); nuestros resultados demuestran que en presencia de forskolina, la cinética de inactivación 
(R250) disminuye, lo que puede interpretarse como un aumento en la velocidad de inactivación y, 
por lo tanto, puede ser asociado a una disminución de la Po, dado que el canal permanece menos 
tiempo activo. Sin embargo, la curva I/V (Figura 5C), demuestra que existe un desplazamiento 
de esta curva hacia la izquierda, es decir, hacia valores más negativos (hiperpolarzantes), lo que 
es interpretado como una disminución en la dependencia de potencial, es decir, es necesaria una 
menor energía de activación para activar a los LTCC, facilitando la apertura de estos canales. 




 Como fue descrito anteriormente para que el canal CaV 1.2 sea desinhibido mediante la 
activación de la cascada β-adrenérgica, es necesario el previo procesamiento proteolítico del 
DCterD (Hulme et al., 2006b), debido a que aquellos canales que no son procesados son 
insensibles al estímulo. Por lo tanto, mientras mayor sea la proporción de canal procesado (o 
truncado), mayor será la respuesta obtenida (Hulme et al., 2006b). Cabe destacar que hasta la 
fecha no se conoce dónde ni cuándo ocurre el procesamiento proteolítico del canal CaV 1.2 a 
nivel celular. Este procesamiento, evidenciado mediante ensayos de inmunoblot, genera dos 
bandas del canal CaV1.2: una banda de 240 kD correspondiente al canal no procesado y una 
banda de 180 kD que corresponde al canal truncado (Gao et al., 1997); en cardiomiocitos la 
mayoría de los canales están procesados, lo cual concuerda con nuestros resultados (Figura 7B) y 
explicaría, en parte, el aumento de casi tres veces de la corriente que es obtenido en estas células.   
 Por otro lado, ha sido descrito que la sobre-expresión de las variantes CaVβ2–TSS 
aumenta las corrientes endógenas de Ba
2+
 en cardiomiocitos de ratas neonatas, en diferente 
medida, según la subunidad sobre-expresada (Liang y Tavalin, 2007, Miriyala et al., 2008), lo 
cual concuerda con los resultados obtenidos en la Figura 8A, donde la magnitud del aumento de 
las corrientes podría ser expresado como: CaVβ2a>> CaVβ2b> CaVβ2d. Este aumento, como fue 
mencionado anteriormente, podría deberse a diversos factores, uno de ellos es la conductancia 
máxima (Gmáx) total de la célula (Figura 8B), puesto que fue observado que ésta disminuye al 
sobre-expresar la variante CaVβ2b. Del mismo modo, al analizar el potencial de activación (Va) 
del canal CaV1.2 (Figura 8C) observamos que la sobre-expresión de las variantes CaVβ2–TSS 
desplaza el potencial de activación hacia valores más negativos, similar al efecto que ejerce la 
forskolina (Figura 5C), lo que es asociado a un aumento en la Po. Estos parámetros 
electrofisiológicos son un reflejo de lo que podría ocurrir molecularmente y cuyo efecto es 
traducido en un aumento de las corrientes, y sugiere que las variantes CaVβ2–TSS producen 
cambios no sólo en las propiedades biofísicas del canal CaV1.2, sino que también en la 







En cuanto al número de canales presentes en la membrana, ha sido descrito que las 
variantes CaVβ2–TSS evitan la degradación del canal CaV1.2 aumentando el tiempo en que éste 
permanece en la membrana (Buraei y Yang, 2010); por esta razón, era de esperar que, al sobre-
expresar las variantes CaVβ2–TSS, hubiese una mayor cantidad de canales en la membrana (N). 
Cabe destacar que esto no necesariamente significa un aumento en la cantidad de canales totales 
en la célula, como lo demuestra el análisis densitométrico de los ensayos inmunoblots realizados 
con los extractos de cardiomiocitos infectados con las distintas variantes CaVβ2–TSS, en el cual 
es observado que no existen cambios en la cantidad de canales totales en la célula (Figura 7C).  
Reuniendo todos estos antecedentes, el aumento de las corrientes endógenas de Ba
2+
 
producto de la sobre-expresión de las variantes CaVβ2–TSS podría deberse a un efecto 
combinado entre un aumento del N y de la Po. En relación al aumento de las corrientes producto 
de la estimulación β-adrenérgica, éste podría deberse sólamente a un aumento de la Po, lo cual 
también se ve reflejado en la Figura 5.  
Al analizar la cinética del canal CaV1.2, una vez sobre-expresadas las variantes CaVβ2–
TSS (Figura 9) en los cardiomiocitos, observamos cambios únicamente cuando la variante 
CaVβ2a era expresada, lo cual también ocurre al sobre-expresar esta variante en sistemas de 
expresión heteróloga (Buraei y Yang, 2010), por lo tanto, en este estudio era esperable que los 
cambios más relevantes fueran observados con la subunidad CaVβ2a. También era esperable que 
al sobre-expresar la variante CaVβ2b, no fueran observados cambios relevantes respecto a la 
cinética ya que durante este estadío del desarrollo (neonatos), esta subunidad es la más expresada 
de manera endógena, razón por la cual nos dificultó la realización de un análisis densitométríco 
de las variantes (Figura 7A) debido a que la señal para esta subunidad siempre fue obtenida 
saturada, dificultando la comparación con las otras subunidades y privándonos de cuantificar el 








 En la Figura 10, contrario a lo esperado, es observado que al sobre-expresar las variantes 
CaVβ2–TSS en cardiomiocitos de ratas neonatas y al estimular éstos con forskolina, no son 
producidos cambios significativos en las corrientes de Ba
2+
 tipo L. Por otro lado, los 
parámetros electrofisiológicos (Figura 11) bajo las condiciones descritas anteriormente, 
muestran que, a diferencia de lo que pasa con cardiomiocitos controles o con aquellos 
infectados con CaVβ2d y expuestos a forskolina en donde la Gmáx aumenta prácticamente al 
doble, en cardiomiocitos infectados con CaVβ2a casi no hay variaciones. Por otro lado, el 
estudio de la dependencia de potencial en la curva I/V demuestra que la aplicación de 
forskolina no induce un desplazamiento de la curva I/V al sobre-expresar las variantes CaVβ2–
TSS, lo cual es reflejado en la Figura 11C, en la cual la diferencia de potenciales de activación 
o ΔVa (Vaforsk- Vabasal) no varía. Esto contrasta con el desplazamiento cercano a 10mV, en el 
sentido hiperpolarizante, que es observado en cardiomiocitos controles expuestos a forskolina; 
además, como fue ya mencionado, este desplazamiento es asociado a que los canales de 
cardiomiocitos estimulados requieren de menos energía para su activación. De esta forma, 
estos datos nos sugieren que la ausencia de aumento de corriente en los cardiomiocitos que 
sobre-expresan cualquiera de las variantes CaVβ2–TSS es debido, principalmente, a que los 
canales en estos cardiomiocitos ya tienen desplazada la curva de activación en forma basal 
(Figura 8), por lo que la forskolina no es capaz de modificarla más. La posibilidad de que la 
ausencia de respuesta a forskolina en cardiomiocitos que sobre-expresan las variantes CaVβ2–
TSS sea debida a que los canales de estos cardiomiocitos no estén procesados es descartable, 
ya que al hacer la densitometría de las dos bandas asociadas al canal, en inmunoblots de 
lisados de cardiomiocitos infectados (Figura 13), si bien es observado un leve aumento de la 
proporción de canal no cortado, especialmente en el extracto de cardiomiocitos infectados con 
CaVβ2d, esta diferencia no es suficiente para explicar la casi completa ausencia de aumento de 







 De esta manera, para explicar los resultados expuestos aquí, es necesario incorporar otra 
variable que sea evidente al sobre-expresar la subunidad CaVβ. En este sentido, la presencia de 
un sitio de unión de baja afinidad en el DCterD del canal CaV1.2 descrito previamente (Buraei y 
Yang, 2010), el cual sería ocupado sólo al aumentar la cantidad de subunidades CaVβ, podría 
ayudar a entender de mejor manera los resultados expuestos en este trabajo. De esta forma, la 
unión de una subunidad CaVβ a este sitio de baja afinidad podría inducir un cambio en la 
disposición del DCterD,  de forma tal que el canal adquiera una configuración más activa, pero 
insensible a la fosforilación dependiente de PKA. Como corolario de esta hipótesis, cada 
subunidad CaV1.2 debería tener más de una subunidad CaVβ unida, una en la región AID y otra 
en la región C-terminal (Figura 14B). Esta configuración podría ser generada en situaciones 
fisiopatológicas en donde los niveles de CaV1.2 estén disminuidos, por lo que la proporción 
entre la subunidad CaVβ y CaV1.2 estaría alterada, aumentando de esta forma la actividad basal 
de los pocos canales disponibles pero haciéndolos insensibles a la activación β-adrenérgica. Sin 
embargo, serían necesarios nuevos experimentos, que escapan al desarrollo de este trabajo, 
para demostrar esta hipótesis.   
En la Figura 14 es mostrado un resumen de las probables configuraciones que dan 
cuenta de las posibilidades discutidas previamente. En la condición control (Figura 14A), la 
razón entre subunidades CaV1.2 y CaVβ es tal que sólo el sitio de alta afinidad (el sitio AID) es 
ocupado, por lo cual, en presencia de un activador β-adrenergico, el DCterD puede ser 
desplazado, permitiendo la activación del canal e incrementado las corrientes endógenas. Por 
otro lado, la sobre-expresión de las variantes CaVβ2–TSS desplazaría la razón CaV1.2:CaVβ2 
permitiendo la unión de más de una subunidad CaVβ2 al canal CaV1.2; de este modo, sería la 
subunidad CaVβ2 la que desplazaría el DCterD, aumentando la actividad basal de las corrientes 
endógenas pero impidiendo la activación mediada por un estímulo β-adrenérgico (Figura 14B). 
Finalmente, una tercera explicación sería que la subunidad CaVβ2 evita el procesamiento 
proteolítico del canal CaV 1.2, por lo tanto, la región DCterD permanecerá unida al canal, 







Figura 14: Esquema del modelo molecular propuesto, responsable del incremento de las corrientes de 
tipo L bajo un estímulo β-adrenérgico. (A) El dibujo muestra un canal de tipo L con el DCterD procesado 
proteolíticamente y luego, reasociado al canal. En condiciones basales, la Kd entre la subunidad CaVβ2  y el 
DCterD  se ve poco favorecida, por lo cual, bajo un estímulo β-adrenérgico, la fosforilación de uno o más 
residuos (a la fecha aún no identificados claramente) promueve el desplazamiento del  DCterD y posiblemente, 
algún cambio conformacional que daría cuenta de un  incremento de la corriente. (B) La sobre-expresión de las 
variantes CaVβ2–TSS desplaza la razón CaV1.2:CaVβ2, de este modo, otra subunidad CaVβ2  ocuparía el sitio de 
unión de baja afinidad en el DCterD del canal CaV1.2, induciendo un cambio en la disposición del  DCterD, 
desplazándolo y aumentando la actividad basal de las corrientes endógenas, pero impidiendo la activación 
mediada por un estímulo β-adrenérgico. (C) Si el DCterD  del canal no ha sido procesado proteolíticamente,  el 
desplazamiento de éste no sería producido y por tanto, el canal no sería sensible al estímulo β-adrenérgico, 
manteniéndose las corrientes de calcio reducidas. 
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10. CONCLUSIONES  
Finalmente, este estudio ha demostrado que, efectivamente, en cardiomiocitos de ratas 
neonatas, la activación β-adrenérgica incrementa las corrientes macroscópicas de Ba2+, 
desplazando la curva I/V hacia valores más negativos, lo cual es asociado a un aumento de la Po. 
Además, la sobre-expresión de las variantes CaVβ2–TSS en estas células, incrementa las 
corrientes endógenas de Ba
2+  
y tendría un rol fundamental en la biosíntesis y modulación del 
canal CaV1.2, desplazando el potencial de activación hacia valores hiperpolarizantes (similar al 
efecto que ejerce la forskolina), lo cual sería reflejo de un aumento de la Po y del número de 
canales presentes en membrana. Sin embargo, los resultados expuestos de forma previa, no nos 
permiten comprobar la hipótesis planteada en principio, dada la amplia variabilidad y compleja 
modulación que es generada al sobre-expresar las variantes CaVβ2–TSS, de modo que es 
necesario realizar otros experimentos (de canal único) que complementen a los presentados en 




Los antecedentes presentados en este trabajo nos permiten comprender de mejor 
manera, a nivel molecular, el comportamiento de los LTCC bajo una condición particular, lo 
cual podría servir como punto de partida hacia el desarrollo de nuevos tratamientos contra 
enfermedades cardiovasculares (por ejemplo la falla cardiaca) mediante la implementación de 
la medicina personalizada, basándose principalmente en el diagnostico molecular, de este 
modo sería posible detectar incluso nuevas patologías, desarrollando tratamientos específicos 











Akaike, N. Harata, N. (1994). Nystatin perforated patch recording and its applications to analysis 
of intracellular mechanisms. Japanese Journal of Physiology. 44. 433-474 
 
Altier, C. Garcia-Caballero, A. Simms, B. You, H. Chen, L.  Walcher, J. Tedford, HW. 
Hermosilla, T. Zamponi, GW. (2011). The Cavβ subunit prevents RFP2-mediated ubiquitination 
and proteasomal degradation of L-type channels. Nature Neuroscience. 14(2). 173-182 
 
Benitah, JP. Alvarez, JL.Gómez, AM. (2010). L-type Ca
2+
 current in ventricular cardiomyocytes. 
Journal of Molecular and Cellular Cardiology. 48(1). 26-36 
 
Bers, DM. (2002). Cardiac excitation–contraction coupling. Nature. 415.198-205 
 
Bers, DM. (2008). Calcium Cycling and Signaling in Cardiac Myocytes. Annual Review of 
Physiology. 70(1). 23-49 
 
Buraei, Z. Yang, J. (2010). The β  Subunit of Voltage-Gated Ca2+ Channels. Physiological 
Reviews. 90(4). 1461-1506 
 
Catterall, WA. (2000). Structure and regulation of Voltage-Gated Ca
2+
 channels. Annu. Rev. Cell 
Dev. Biol. 16. 521–55 
 
Catterall, WA. (2015). Regulation of Cardiac Calcium Channels in the Fight-or-Flight Response. 
Current Molecular Pharmacology. 8. 12-21 
 
Colecraft,HM. Alseikhan,B. Takahashi,SX. Chaudhuri,D. Mittman,S, Yegnasubramanian, 
V. Alvania, RS. Johns, DC. Marbán, E. Yue, DT. (2002). Novel functional properties of Ca(2+) 
channel beta subunits revealed by their expression in adult rat heart cells.The Journal Of 




Foell JD, Balijepalli RC, Delisle BP, Yunker AM, Robia SL, Walker JW, McEnery MW, 
January CT, Kamp TJ. (2004). Molecular heterogeneity of calcium channel beta-subunits in 
canine and human heart: evidence for differential subcellular localization. Physiological 
genomics 17.183-200 
 
Fuller, M. D. Emrick, M. A. Sadilek, M. Scheuer, T. Catterall, W. A. (2010). Molecular 
Mechanism of Calcium Channel Regulation in the Fight-or-Flight Response. Science Signaling. 
3(141). ra70 
 
Gao, T. Puri TS. Gerhardstein BL. Chien AJ. Green RD. Hosey MM. (1997). Identification and 
Subcellular Localization of the Subunits of L-type Calcium Channels and Adenylyl Cyclase in 
Cardiac Myocytes. The Journal of Biological Chemistry. 272(31). 1941-1947 
 
Goonasekera,SA. Hammer, K. Auger-Messier, M. Bodi, I. Chen, X. Zhang, H. Reiken, S. Elrod, 
JW.Correll, RN.York, AJ.Sargent, MA. Hofmann, F. Moosmang, S. Marks, AR. Houser, SR. 
Bers, DM. Molkentin, JD. (2012). Decreased cardiac L-type Ca2+ channel activity induces 
hypertrophy and heart failure in mice. Journal of Clinical Investigation. 122(1). 280-290 
 
Hermosilla, T. Moreno, C. Itfinca, M.  Altier, C. Armisén, R. Stutzin, A.  Zamponi, GW. Varela, 
D. (2011) L-type calcium channel β subunit modulates angiotensin II responses in 
cardiomyocytes. Channels. 5(3). 280-286 
 
Hulme, J. T., Westenbroek, R. E., Scheuer, T., & Catterall, W. A. (2006a). Phosphorylation of 
serine 1928 in the distal C-terminal domain of cardiac CaV1.2 channels during β1-adrenergic 
regulation. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of 
America, 103(44), 16574–16579 
 
Hulme, J. T., Yarov-Yarovoy, V., Lin, T. W.-C., Scheuer, T., & Catterall, W. A. (2006b). 
Autoinhibitory control of the CaV1.2 channel by its proteolytically processed distal C-terminal 
domain. The Journal of Physiology, 576(1), 87–102 
51 
 
Insel, PA, Ostrom, RS. (2003). Forskolin as a tool for examining adenylyl cyclase expression, 
regulation, and G protein signaling. Cellular molecular neurobiology. 23(3).305-14 
 
Kobrinsky, E. Schwartz, E. Abernethy, DR. Soldatov, NM. (2003). Voltage-gated mobility of the 
Ca
2+
 channel cytoplasmic tails and its regulatory role.The Journal of Biological Chemistry. 
278(7).5021-8 
  
Koolman, J., & Röhm, K. H. (2005). Bioquímica: texto y atlas. 3ª Edición. Ed. Médica 
Panamericana.Madrid, España. Pp 334 
 
Latorre, R. Lopez-Barneo, J. Bezanilla, F. Llinás, R. (1996). Canales de calcio. En: Biofisica y 
Fisiologia celular (1ª ed). Universidad de Sevilla, Secretariado de publicaciones. Sevilla. España. 
Pp.322 
 
Liang Y, Tavalin, SJ. (2007) Auxiliary β Subunits Differentially Determine PKA Utilization of 
Distinct Regulatory Sites on CaV1.3 L-Type Ca
2+
 Channels. Channels,1(2). 102-112 
 
Miriyala, J. Nguyen, T. Yue, D. T. Colecraft, H. M. (2008). Role of CaV Subunits, and Lack of 
Functional Reserve, in Protein Kinase A Modulation of Cardiac CaV1.2 Channels. Circulation 
Research.102(7). e54-e64 
 
Moreno, C. Hermosilla, T. Morales, D. Encina, M. Torres-Díaz, L. Díaz, P. Sarmiento, D. 
Simon, F. Varela, D. (2015). CaVβ2 transcription start site variants modulate calcium handling in 
newborn rat cardiomyocytes. Pflügers Archiv - European Journal of Physiology. 467(12). 2473-
2484 
 
Post, SR. Hammond, HK PA. Insel. (1999). β-adrenergic receptors and receptor signaling in 
heart failure.  Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 39. 343–60 
52 
 
Shaw, RM. Colecraft, HM. (2013). L-type calcium channel targeting and local signalling in 
cardiac myocytes. Cardiovascular Research. 98(2). 177-186 
 
Shawn M. Crump, Douglas A. Andres, Gail Sievert, and Jonathan Satin. (2013) The cardiac L-
type calcium channel distal carboxy terminus autoinhibition is regulated by calcium. American 
Journal of Physiology. 304. H455-H465 
 
Van der Heyden, MA. Wijnhoven, TJ. Opthof T. (2005). Molecular aspects of adrenergic 
modulation of cardiac L-type Ca2+ channels. Cardiovascular Research. 65. 28-39 
 
Weiss, S. Oz, S. Benmocha, A. Dascal, N. (2013). Regulation of Cardiac L-Type Ca2+ Channel 
CaV1.2 Via the -Adrenergic-cAMP-Protein Kinase A Pathway: Old Dogmas, Advances, and 
New Uncertainties. Circulation Research. 133(5). 617-631 
 
Woo, A. Xiao, R. (2012). β-Adrenergic receptor subtype signaling in heart: From bench to 
bedside. Acta Pharmacologica Sinica. 33(5). 335-341 
 
Yu, HJ. Ma, H. Green, RD. (1993). Calcium entry via L-
type calcium channels acts asa negative regulator of adenylyl cyclaseactivity and cyclic AMP lev
els in cardiac myocytes.  Molecular Pharmacology. 44(4). 689-93 
 
Zhang, J. F., A. D. Randall, P. T. Ellinor, W. A. Horne, W. A. Sather, T. Tanabe, T. L. Schwarz, 
and R. W. Tsien. (1993). Distinctive Pharmacology and Kinetics of  Cloned Neuronal Ca
2+
 










             El método de Patch Clamp es una técnica electrofisiológica que es utilizada para medir 
eventos eléctricos en células pequeñas, como por ejemplo, el flujo de iones a través de uno o más 
canales iónicos. Esta técnica básicamente consiste en acercar una micropipeta de vidrio (cuyo 
diámetro es del orden de los micrómetros) hacia la membrana celular hasta tocarla suavemente; 
una vez que la pipeta hace contacto con la superficie celular es aplicada una ligera succión, lo 
que genera que la región de la membrana que tiene contacto con la micropipeta se una al vidrio 
generándose un sello de alta resistencia, del orden de los gigaohm (GΩ). Esto se conoce como 
configuración de cell-attached. Posteriormente, pequeñas succiones repetitivas generan el 
rompimiento de la región de contacto, permitiendo tener acceso eléctrico al interior de la célula y 
por lo tanto, registrar las corrientes macroscópicas de ésta. El registro de estas corrientes es 
posible gracias a un microelectrodo de plata clorado que se encuentra al interior de la 
micropipeta, la cual, a su vez, contiene una solución salina que difunde al espacio intracelular. 
Los registros de las corrientes macroscópicas captadas por el electrodo son enviados hacia un 
amplificador, altamente sensible, que transforma la señal eléctrica en una señal análoga, la que 
luego es recibida y procesada por un computador, permitiendo así, el análisis de los registros 
mediante un software especializado.  
 La configuración de la técnica de Patch Clamp previamente descrita es conocida como 
Whole cell, dado que permite el acceso a todos los canales iónicos presentes en la célula. Para 
términos prácticos de este estudio, las corrientes de tipo L fueron registradas mediante una 
variación de la técnica de Patch Clamp conocida como parche perforado, en la cual la solución 
intracelular (o solución de pipeta) contiene una pequeña cantidad de nistatina (200ng/mL), la 
cual difunde a través de la membrana y genera pequeños poros en ésta, permitiendo únicamente 
el paso a iones monovalentes, de este modo, es posible tener acceso eléctrico total a célula sin 
reemplazar el contenido intracelular y, dado que la nistatina genera pequeños poros en la 





Figura15: Método de Patch-clamp, en modalidad de parche perforado.  El primer paso de la técnica consiste en 
acercar la micropipeta de vidrio a la célula hasta tocarla suavemente; esto genera un sello de alta resistencia entre la 
membrana celular y la micropipeta, lo cual se conoce como configuración de Cell attached.  La solución de pipeta 
contiene una pequeña concentración de nistatina (200 ng/mL), la cual genera pequeños poros en la membrana que 
permiten reemplazar el contenido iónico, sin modificar el medio intracelular, de este modo, es posible tener acceso 
eléctrico a toda la célula, lo cual se conoce como configuración de Whole-cell. Gracias al electrodo, es posible 









Para obtener los registros de las corrientes iónicas fueron utilizados 3 protocolos 
diferentes. En la Figura 16 puede observarse el primer protocolo aplicado, el cual consiste en 
una rampa de potencial que comienza en los -80mV (potencial al cual la gran mayoría de los 
canales están cerrados) y luego es aplicada una rampa de potencial que va desde los -120mV a 
los +40 mV en 200 ms; de este modo, es posible observar todas las corrientes iónicas que son 
activadas a diferentes potenciales. Durante la aplicación de este protocolo es utilizada una 
solución externa isotónica (detallada en la tabla 1), los canales de potasio son bloqueados con la 
inclusión de Cs
+
 en la solución de pipeta. Dado que la solución isotónica posee 100mM NaCl 
fue posible registrar las corrientes de sodio, las cuales nos indican que el potencial estaba bien 
controlado y el sello bien constituido. Una vez evaluado esto, la solución isotónica fue 
reemplazada, mediante un sistema de perfusión, por una solución conteniendo 20mM Ba
2+
, con 
la cual fue posible observar las corrientes de Ba
2+
. Cabe mencionar que los canales de Ca
2+
 son 
altamente selectivos, sin embargo, existen diferencias cualitativas entre los diferentes tipos de 
canales de Ca
2+. 
Los canales de Ca
2+
que son activados a altos umbrales de potencial (como los 
de tipo L) son más permeables a Ba
2+ 
que al mismo ion Ca
2+
 (Latorre et al., 1996), es por esta 
razón que fue utilizada una solución de Ba
2+
 para analizar la modulación de los canales de Ca
2+
 









 en cardiomiocitos de rata neonatas. El 
primer pulso es iniciado a -80mV, luego es generada una rampa de potencial que va desde los -120 a +40mV para 
analizar las corrientes de Na
2+
 (en morado) y determinar si el sello fue bien constituido; una vez que la corriente de 
Na
2+
 estuvo estable, la solución isotónica fue reemplazada por una solución de Ba
2+
, de modo que las corrientes de 
Na
2+













Una vez que las corrientes de calcio de tipo L fueron estabilizadas se procedió a 
aplicar  el segundo protocolo, el cual consiste en generar una familia de pulsos, a 
diferentes potenciales, para evaluar la dependencia de potencial de los canales de calcio 
de tipo L (Figura 17). Puede observarse que cercano a los -30mV comienza a aumentar la 
corriente debido a la activación de los canales de calcio de tipo L.  
 
 
Figura 17: Familia de pulsos para analizar la dependencia de potencial de los canales de Ca
2+
 de tipo L en 
cardiomiocitos de ratas neonatas. El primer pulso comienza en -80mV, luego un segundo pulso a -50mV es 
aplicado para inactivar los canales de calcio de tipo T. Posteriormente es aplicada una familia de pulsos entre los -60 
y 50mV (aumentando cada vez 10mV)  para analizar la dependencia de potencial de los canales de Ca
2+
 de tipo L, 
esto a su vez permite observar a qué potencial se encuentra el máximo de la corriente. La corriente, entre los 60 y 





Una vez terminado el segundo protocolo fue aplicado el tercer protocolo de pulsos 
(Figura 18), vital para evaluar el efecto de la estimulación β-adrenérgica sobre los canales de 
Ca
2+ 
de tipo L; este protocolo consiste en un pulso único a 0 mV, el cual fue repetido cada 15 
seg. Para esto, 100 nM forskolina (activador de la AMP ciclasa) fueron agregados a la solución 
de Ba
2+
 descrita en la Tabla 1, la cual aumenta los niveles de cAMP intracelular, activando a la 
quinasa PKA. De este modo nos fue posible observar al aumento de las corrientes de Ca
2+ 
de tipo 
L generado por la respuesta β-adrenérgica. 
 
 
Figura 18: Familia de pulsos para analizar el efecto de la respuesta β-adrenérgica en cardiomiocitos de rata 
neonata.  Para evaluar este efecto fue utilizada una solución de 20 mM Ba
2+ 
y 100 nM forskolina. El primer pulso 
comenzó a -80mV, luego fue aplicado un segundo pulso a -50 mV para inactivar los canales de Ca
2+
 de tipo T. 
Posteriormente fue aplicado un pulso constante a 0 mV con el cual fue posible analizar el aumento de las corrientes 
de  Ca
2+
 de tipo L en respuesta a un activador β-adrenérgico (forskolina). La corriente, entre los 110 y 400 ms, es 








Tabla 2: Resumen de los parámetros del canal CaV1.2 en diferentes condiciones. Esta tabla 
resume los resultados electrofisiológicos del canal CaV1.2 ya sea en condiciones nativas o sobre-
expresando las diferentes variantes CaV-TSS, y el efecto de las forskolina (tanto en la 
constante de activación como en la inactivación del canal) en cada una de estas condiciones. 
 
Condición τact R250 Gmáx Va 
Control + Forsk No cambia Disminuye Aumenta Desplazamiento hacia 
valores hiperpolarizantes 
CaVβ2a Disminuye Aumenta No cambia Desplazamiento hacia 
valores hiperpolarizantes 
CaVβ2b No cambia No cambia Disminuye Desplazamiento hacia 
valores hiperpolarizantes 
CaVβ2d No cambia No cambia No cambia Desplazamiento hacia 
valores hiperpolarizantes 
* CaVβ2a + Forsk No cambia No cambia No cambia No hay desplazamiento 
* CaVβ2d + Forsk Disminuye Disminuye  Aumenta No hay desplazamiento 
* Cabe destacar que estas dos condiciones se comparan respecto a sí mismas (Figura 12), al 
comparar con respecto al control se observa que el principal cambio ocurre en la inactivación del 
canal CaV1.2 al sobre-expresar la variante CaVβ2a.    
